毒力人型結核菌（H37Rv株）細胞外蛋白抗原の分離, 精製及精製抗原の免疫学的性状について by フクイ, ヨシオ & 福井, 良雄
Osaka University
Title毒力人型結核菌（H37Rv株）細胞外蛋白抗原の分離, 精製及精製抗原の免疫学的性状について
Author(s)福井, 良雄
Citation
Issue Date
Text Versionnone
URL http://hdl.handle.net/11094/28508
DOI
Rights
一一一【 49 】 一一一 ー
学イ立の種類
学位記帯号
雄ぉ士良品博井ぃ学福以一伝的杭本名氏
学位授与の日十I
学位段与の要件
学校論文題日
論文審査委員
;g 349 号
昭和 37 年 10 月 30 日
医学研究科病理系
学:位規則第 5 条第 1 項該当
毒力人型結核菌 (H 37Rv株)細胞外蛋白抗原の分離，精製及
精製抗原の克疫学的性状について
(主査) (副査)
教授堀三津夫教授天野恒久教授山村雄一
論文内容の要旨
〔目 的コ
結核菌がその培王室鴻液中に多様な畳白抗原を産生することはすでによく知られた事実である。従来この
培養櫨液中の蛋白両分については笈多の研究が行われ，この画分とツベルクリン活性との聞に密接な関連
牲のあることが立証された。しかし，その反面，大多数の研究が，加熱培養補液から得た変性蛋白質をそ
の対象としてとりあげていたために，結核菌細胞外蛋白のもつ本来の抗原性状およびその構成については
ほとんど明かにされておらず，ま 7こ，その免疫学的，生物学的意義もなお未解決のまま残されている口本
研究の目的は結核菌培養鴻液中に存在する種々の蛋日抗原をその免疫学的活性を損うことなく分離，精製
し，その抗原の免疫化学的性状を明らかにすることによって，結核菌抗原分析における可溶性蛋白抗原の
意義を理解するとともに，結核菌感染および防禦免疫における蛋白抗原の役割を解析するに当つての手掛
りを得ることにある。
〔実験方法]
毒力人型結核菌 (H37Rv) 株の Sauton 変法培地 3 週間培養を， 鴻紙および Seitz t慮過器で鴻過して得
?こ非加熱無菌培養櫨液 200l を出発材料とし，乙のなかに含まれる蛋白両分 (160μfJ/mt) を，硫安分別沈
澱 (0~30. 30~50. 50~80%). 澱粉を支持体とする Zone-electrophoresis， DEAE-Cellulose, hydroxylｭ
apatite による Columnchromatography を順次用いることによって，分画かつ精製したの精製過程におけ
る各画分，特に粗蛋白標品の 80 重量%以上を占める 50 %以下飽和硫安沈澱両分中の蛋白画分について，
化学的性状 (N...Kjeldahl-Nessler 法. P...Fiske-Subbarow 法，核酸...Warburg-Christian 法糖…Scoot
法) , 物理的性状(超遠沈像，電気泳動像，相律溶解度曲線)および免疫化学的性状(重層沈降法，寒天
ゲ、ル内拡散沈降法および定量沈降法によって解析)を指標にして，その精製度，抗原特異性の異|司などを
検討した凸
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〔実験成績〕
1) 硫安分別沈殿， Zone-electrophoresis 併用による蛋自国分の分離および精製標品か性状
a) 硫安 0"-J30 ， 30"-J50%飽 F口沈澱画分はそれぞれ 2 つ， 50"'-'80%画分は 3 つの分離峰をもっ分域電気
泳動像を示し，これらの峰に相当する segment から，溶出，泳動を繰返すことによってほぼ単一の泳
動像を示す 7 つの画分を得たゥこれらはそれぞれ mtp-1 ， -2 (0"'-'30%) : mtp-3 , -4 (30"'-'5J%に mtp-5，
-6，ー7 (50"-J80%) と名付けられた。
b) mtp-2 を除く他の画分はいづれも沈降原性をもら，特に mtp-1 ， -3 , -4 は粗蛋白画分抗血清に対し
Ouchterlony 法ではそれぞれほぼ単 Aの沈降線を形成したっまたこれらは易熱性で， 700C 10 分間の
加熱により沈降原性の完全な消失を認めた。
c) Ouchterlony の寒天ゲ、ノレ内拡散防降J去によって， mtp-1，および mtp-3 は同ーの抗原特異性をもつ
が mtp-4 はこれらと全く異ることを知るとともに mtp-5. -6，・7 両分巾には，それぞれ特異な抗原の
浮在することを示唆し得た。
d) mtp-1 , -2，ー3 ， -4 の 4 標品は，電気泳動的にほぼ単一で， 14.4"'-'15.9 %の N. 1.08"'-'4.69 %の糖
および微量の核酸， P を含み， 280mμ で最大の吸収を示したのまた. mtp-l, -3 はそれぞれ超遠沈像
でもほぼ単 Aであることが明らかにされたっ電気泳動易動度と沈降定数は -6.12 (mtp-1) ，・9.17(-2) , 
-5.87 (ー 3) ，圃16.45(-4) x cm'2. volt-- 1 ・ S2C- 1 X 10- 5 および 2.83(mtp-1) ， 2.88(-3) , 8.50(-4) (S'20X 
10 -13 cm , sec -1 )であった。
以上の成績は mtp-1 ， -3 , -4 が，かなり粕製された蛋臼抗原標品であることを示しているが，それらに
なお少量含まれる混在成分を除く目的で，さらに Columnchromatography による精製を試みたゥ
2) Columnchromatography による mtp-l， -3 , -4 の精製および精製標品の性状
a) phosphate buffer (PH 7 . 0 および 6.8) O.OOlM から 0.2M にわたる gradient elution によって，
mtp-1 , -3 は DEAE Cellulose, mtp-4 は hydroxylapatite の Column で，それぞれ 1 つの主峰と 2 つ
の副 11嘩よりなる溶出像を示した。
b) 主峰部分の recolumnchromatography を行い. 80"'-'90 %の収量で，それぞれ単一の溶山像を示し，
N含量 16.2"'-'16.9 %の単純蛋白質と思われる標品を得た。 またこれらには，電気泳動的に精製した
標品中に微量含まれる耐熱性抗原の存在は認めず，特に mtp- l， -3 は. Ouchterlony 法のみならず
Oakley 法によっても， 組蛋白両分抗血清に対し完全に単一の尖毎~Óな沈降線を形成したづまた，この
標品で、家兎を免疫することにより粗îrr白抗原に対し単一の沈降線を与える抗血清を得た。
c) mtp-1，ー3，・4 抗原の各種 Mycobacteria 細胞外蛋白中における分布を検討した結果，少くとも誌供
薗株 (20株)の範囲内では，菌型におけるその性状および分布に一定の規則性のあることを認めた。
またいわゆる非定型抗酸菌に mtp-1 ， -3 の Cross reacting material が荏在することも明らかにしたコ
〔総括、〕
硫安分別沈澱， Zone-electrophoresis および Columnchromatography を併用することにより，毒力人型
結核菌非加熱培養補液から従来できえなかった蛋臼抗原の単離に成功し，かっその一部を l者度に純化する
ことができた。また細胞外蛋臼抗原分析上における指標としての意義を，これら精製抗原およびそれに対
する特異抗血清を用いて検討し，興味ある知見を得Tこの
円/」
論文の審査結果の要旨
結核菌培主主炉液中に見出される蛋臼については多くの研究があるが，その免疫学的，生物学的意義に関
する重要な諸問題の多くは現在なお未解決のまま残されている口それは一面，従来における大多数の研究
が加熱培長炉波から何 7こ蛋白質をその対象として取りあげていたためでもあるが，また他面，従来用いら
れた蛋自分離法に幾多の欠陥があり変性あるいは他の成分の大量混在が避けられなかったことによるもの
と考えられる。いし 1かえれば，結核菌細胞外蛋自の研究においては，まずその分離，同定といった基礎的
問題から再検討する必要があり，またここにこの研究における第ーの問題点があるものといえよう口
著者は，このような観点から人型結核菌培養炉液中に存在する種々の蛋白抗原をその免疫学的活性を
損うことなく分離粘製する万法について詳細な吟味を行うとともに，さらに単離された蛋白標品について
その免疫化学的性状および抗原構造の解析を試み，次に要約するがごとき結果を得た。
1) 毒力人型結核菌 H37Rv 株非加熱培養炉液 2001 についてその蛋白成分 (160μ fI/mt) を硫安分別沈澱
(0"--'30 , 30~50， 50"--'80 %飽和画分)した結果，培養炉液蛋白のほぼ大半 (87%) が硫安飽和 50%で
沈澱する成分により構成されていることを認めた D
2) 各硫安分別if[jj分について澱粉を支持体とする Zone-electrophoresis を行い，それぞれの画分が mtp-1 ，
-2 (0"--'30%) , mtp-3 , -4 (30"-./50%) , mtp -5 , -6, -7 (50"--'80%) と名附けられた蛋白成分よりなることを
明らかにした。
3) Zone-electrophoresis を繰返えすことにより単一の泳動像を示す mtp-1 ， -2, -3 および 4 を分離する
ことができた。
4) mtp-1，仏圃3 および 4 は電気泳動的にほぼ単一で， 14.4~15.9 %の N， 1. 08~4.69 %の糖および
微量の核酸，燐を合み， 278mμで最大の吸収を示したロまた mtp-1 ， -3 は超遠心像でもほぼ単一である
ことが明らかにされた。電気泳動易動度と沈降定数は-6.12 (mtp-1) , -9.12(-2) , -5.87(-3) , -16.45(-4) 
X cm 2 ・ volt- 1 ・ sec- 1X 10- 5 および 2.83 (mtp-1) , 2.88(-3) , 8.50(-4) (S2oX10-13cm ， sec-l) であったD
4) mtp-2 を除く他の画分はいずれも沈降原性をもら， 特に mtp -1 , -3 , -4 は粗蛋白画分抗血清に対し
Ouchterlony の寒天ゲ、 jレ内拡散沈降法においてそれぞれほぼ単一の沈降帯を形成した口また乙れらは易
熱性で 70 0C 10 分聞の加熱により沈降原性の完全な消失を認めた。
5) 寒天ゲ、ノレ内沈降反応解析により， mtp-1 および mtp-3 は同ーの抗原性をもつが mtp-4 はこれらと全く
異ることを明らかにしたっ
6) 以上の成績から，人型結核菌細胞外蛋自の大半を占める 50 %飽和硫安沈澱両分が血清学的活性をも
つ二種類の主蛋白抗原により構成されているものと推定された。
7) 上記の mtp-l， -3 , -4 標品は Zone-electrophoresis 上で単一の泳動像を示すが， これらについて
Colurnnchromatography を行った結果， rntp- l, -3 は DEAE cellulose で， rntp-4はhydroxylapatite でそ
れぞれ 1 つの主峰と 2 つの副峰よりなる溶出像を示すことを認めた凸
8) 主峰音rs分の rεcolurnnchrornatography を行ない80~90% の収量で，それぞれ単一の溶出像を示し， N
含量16.2"-./16.9%，核酸，糖，燐などを認め得ない単純蛋白質と思われる標品を得た。これらには Zone-
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electrophoresisだけで精製した標品中に微量含まれる耐熱性抗原の存在をほとんど認めず，特にmtp-1 ，
-3は Ouchterlony 法のみならず Oakley 法によっても組蛋臼両分抗血清に対し完全に単一の尖鋭な沈降
線を形成した白
9) 乙れらの最終精製標品で家兎を免疫することにより，粗蛋白抗原に対し単一の沈降帯を与える抗血清
を得?こ。乙の事実は，使用した蛋白標品が免疫化学的にも高度に純化されていることを立証するもので
ある。
10) mtp-1" -3 , -4 抗原の各種 Myco bacteria 細胞外蛋白中における分布を上記の特異抗血清を用いて検討
した結果，少くとも試供菌株 (20株)の範囲内では，醇i型におけるその性状と分布に一定の規則性の存
在することを認め，またいわゆる非定型抗酸菌の細胞外蛋白にmtp-1およびー3の cross reacting material 
(crm) が在在することをも明らかにした。
以上，毒力人型結核菌非加熱培養炉液から従来できえなかった細胞外蛋白抗原の単離に昔日成功し，そ
の免疫化学的性状，さらに各種抗酸菌細胞外蛋白との抗原的関連性を明かにした著者の成果は，結核菌細
胞外蛋白研究に確固とした足場を提供したのみならず，抗酸菌抗原分析の研究に新しい矢11見を加えたもの
と認められるの
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